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摘要：通过对培养时间、培养温度 、刀豆蛋 白 A(ConA)质量浓度和鳗鲡血清质量分数 4个参数的测定 ，确定欧洲鳗鲡 
(Anguilla nnguila)外周血淋巴细胞转化试验四甲基偶氮唑(MIT)法的实验条件。结果表明，在培养时间为 42～90 h， 
培养温度分别为 15．0℃ 、20．0℃、25．0℃和 30．0℃时，细胞培养液中 ConA质量浓度分别为 0、10 ptg／mL、20 ptg／mL和 
30／,g／mL，鳗鲡血清质量分数分别为 0、5％、10％和 15％时，淋巴细胞于 20．0℃、含 10 t*g／mL ConA，10％鳗鲡血清的 
RPMI1640细胞培养液中培养 66 h后可获得最好的淋巴细胞转化效果。方差分析结果显示，4个因素中仅鳗鲡血清水平 
对淋巴细胞转化试验 OD值具有极显著影响(P<0．01)，而温度 、时问和ConA对其影响均不显著(P>0．05)。本研究建立 
的鳗鲡外周血淋巴细胞转化试验条件为鳗鲡的细胞免疫建立了研究方法。[中国水产科学 ，2007，14(3)：403—411] 
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位素掺入 法 ( H—TdR 掺人 法)、四 甲基 偶氮 唑 
(MTT)法。MTT法是根据转化的淋巴母细胞线粒 
体脱氢酶能切断 MTT的四唑环生成深蓝色的甲媵 
(Blue formazan crystals)，该产物溶解于有机溶剂 



















温度为 15．0-30．0℃、含 0％～l5％的鳗鲡血清和 
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1 材料与方法 
1．1 实验动物 
20尾健康欧洲鳗鲡(体质量 150～200 g)由厦 
门同安养鳗场提供。 
1．2 试剂及仪器 
1．2．1 试剂 RPMI 1640(GIBCO)营养液：取 RP— 
MI 1640原粉 1包(10 g)，溶于 200 mL超纯水，加 
l g NaHCO3、4 L 2一巯基乙醇和 8．525 g Hepes，调 
pH值至 7．0-7．1，超纯水定容至 1000mL， 5 rnl-n 
孔径0．22／zm的微孔滤膜正压过滤，4℃保存备用 ， 
加入 10％小牛血清(Hyclone)时称为 RPMI1640完 
全营养液。ConA(Sigma)溶液：ConA 2．0 mg溶于 
20 mL RPMI1640营养液， 5 mm孔径0．22 m滤 
膜除菌，一20℃保存。M1vr(Bioma1)溶液：M1vr 
1．0 g溶 于 50 mL 0．01 tool／L(pH7．4)的 PBS， 
5 mm孔径 0．22／zm 滤膜 除菌，4℃避光保存。 
0．1％肝素溶液：肝素钠(上海化学试剂公司)0．1 g 
溶于100 mL生理盐水， 5 mitt孔径 0．22 m滤膜 
除菌，一20℃保存。 
1．2．2 仪器 细胞培养板(nunc~n)，酶标仪(Clin— 
iBio128C)，离心机(Backman)。 
1．3 鳗鲡外周血淋巴细胞悬液的制备 
鳗鲡断尾采血 20mL，加 0．1％肝素钠 2 mL抗 
凝，血液等分为4份，每份 5 n1L。血样沿离心管管 
壁轻轻加于已装有 5 mL淋巴细胞分离液(Ficol， 
1．077；上海试剂二厂)的玻璃离心管上层，2 500 r／ 
min水平离心 20 rain，吸取上层的血清，灭活补体 
(65℃水浴 30 min)后备用，小心取出中层的白色淋 
巴细胞，移入另一无菌离心管，加 RPMI 1640营养 
液 5 mL吹散洗涤淋巴细胞，3 000 r／min水平离心 
10 min，淋巴细胞再用 RPMI 1640完全营养液洗涤 
2遍。取洗涤后 的淋巴细胞悬液 1O L，加 5止 
0．6％的台盼蓝拒染，活淋 巴细胞计数，用 RPMI 
1640完全营养液调整细胞密度为2×10 ／mL。 
1．4 淋巴细胞培养及检测 
取 RPMI 1640完全营养液(分别含 ConA 0 g／ 
mL、20 btg／mL、40~g／mL、60／~g／mL，含鳗鲡血清 
0％、10％、20％、30％，共 16个组合)加入96孔细胞 
培养板，每孔 50 L；再加入密度为 2×10 ／mL的淋 
巴细胞悬液 50 L，合计每孔 100 L，每个组合做 3 
孔 ，以相应的无细胞培养液孔为对照调 OD值为零。 
淋巴细胞 分别 于 15．0℃、20．0℃、25．0℃ 和 
30．0℃培养。每个温度设 3块细胞培养板，3块板 
置于生化培养箱饱和湿度分别培养 42 h、66 h和 
90 h后取出，每孔加 5 mg／mL MTT 15 L，继续培 
养 4 h后每孔加 DMSO 200 L，边加边混匀，室温放 





算 ConA对淋 巴细胞 的刺激指数 (Stimulation In— 
dex，SI)：SI=(加入某一浓度 ConA后的 0D值,qq 
加 ConA对照孔 OD平均值)一l。针对刺激指数， 
采用 SAS统计学软件对培养温度、培养时间、鳗鲡 
血清浓度和 ConA浓度 4个参数进行四因素方差分 




15．0℃时淋巴细胞分别培养 42 h、66 h和 90 h 
后 ，随着培养液中鳗鲡血清浓度的增加，OD值总体 
逐渐下降(表 1)。ConA对淋巴细胞具有刺激作用， 
培养 42 h后 SI最大值(SI=0．200)出现在 ConA为 
10t~g／mL组，鳗鲡血清质量分数为 15％时；以无鳗 
鲡血清培养液培养 66 h后，ConA为 30 t~g／mL时对 
淋巴细胞的刺激效应最强 (SI：0．249)；培养 90 h 




淋巴细胞于 20．0℃分别培养42 h、66 h和90 h 
后，随着淋巴细胞培养液中鳗鲡血清的含量增加， 
OD值先增大后减小(表 2)。ConA对淋巴细胞亦具 
有刺激效应，但培养 42 h时这种效应不明显，其 SI 
最大 值仅 为 0．134。培养 66 h后，SI最 大值 
(O．425)出现在 ConA质量浓度为 10 t~g／mL和鳗鲡 
血清质量分数为 l5％时；培养 90 h后，SI最大值 
(0．241)出现在 ConA质量浓度为20 t~g／mL和鳗鲡 
血清质量分数为 15％时。 
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表 1 15℃不同培养时间、鳗鲡血清质量分数和 ConA质量浓度的淋巴细胞 
转化试验 OD值和 ConA对淋巴细胞转化的刺激指数(sI) 
Tab．1 Effects of culture time。different dose of foetal bovine serum and ConA on optical dencity(OD)and 
ConA stimulation index(SI)of lymphocyte proliferation at 15℃ =6；X±SD 
Note：Overstfiking number indicates the max SI of certain temperature and culture time 
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表 2 20℃不同培养时间、鳗鲡血清质量分数和 Con．&质量浓度的淋巴细胞 
转化试验 OD值和 ConA对淋巴细胞转化的刺激指数【sI) 
Tab．2 Eff酏ts of culture time。diferent dose of foetal bovine serum and ConA on the optical dencity[OD)and 
ConA stimulation index{SI)of lymphocyte proliferation at 20℃ ，z=6；一X±SD 
Note：Overstriking number indicates the n-hax SI of certain temperature and culture time 
2．3 25．0℃培养淋巴细胞转化试验结果 
淋巴细胞于 25．0℃培养时转化试验的 OD值 
高于前2个温度组(15．0℃和20．0℃)。表3显示， 
淋巴细胞培养 42 h后的 SI值总体高于培养 66 h和 
90 h后的值。前者 SI最大值(0．401)出现在 ConA 
质量浓度为 10,ug／mL，而鱼血清质量分数为 15％ 
时；后两者 SI最大值(分别为 0．382和 0．261)均出 
现在鱼血清质量分数为0％，而 ConA质量浓度分别 
为20,ug／mL和 10~g／mL时。该温度下培养 66 h 
后 ConA对淋巴细胞的转化未表现出负效应。 
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表 3 25℃不同培养时间、鳗鲡血清质量分数和 ConA质量浓度的淋巴细胞 
转化试验 OD值和ConA对淋巴细胞转化的刺激指数 (SI) 
Tab．3 E艏ects of culture time，different dose of foetal bovine serlml and ConA on the optical dencity{OD)and 
ConA stimulationin~x(S1)oflymphocyte proliferation at 25℃ n=6；一X+SD 
注：黑体表示某一培养温度和培养时间的SI最大值． 
Note：Overstriking number indicates the i／lax SI of certain temperature and culture time 
2．4 30．0℃培养淋巴细胞转化试验结果 
淋巴细胞于 30．0℃培养时转化试验的 OD值 
高于前 3个温度组，随着淋巴细胞培养液中鳗鲡血 
清含量的增加，OD值一般先增大后减小(表 4)。该 
温度下培养 42 h和 90 h后，无鳗鲡血清培养液培养 
时ConA的刺激效应均最强，培养 42 h和 90 h时 SI 
最大值(分别为 0．162和 0．224)均出现在 ConA质 
量浓度 为 20#g／mL时；66 h培养 时 SI最 大值 
(0．183)出现在 ConA质量浓度为 30~g／mL和鳗鲡 
血清质量分数为 l0％时。 
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表 4 30℃不同培养时间、鳗鲡血清质量分数和 ConA质量浓度的淋巴细胞 
转化试验 OD值和 ConA对淋巴细胞转化的刺激指数{si) 
Tab．4 Efectsof culturetime，diferent dose offoetal bovine serull andConA onthe optical dencity(OD)and 
ConA stimulation index(SI1 of lymphocyte proliferation at 30℃ ，z 6；X±SD 
注：黑体表示某一培养温度和培养时间的sI最大值． 











次为 l5％、10％、0％和 5％；多重 比较结果表明， 
l5％与 l0％间差异不显著(P>0．05)，l0％与 0％ 
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的体温。一般哺乳动物和人类 的淋 巴细胞采用 
37℃培养[ ，禽类则常在 39℃以上培养[ 一 引。 
因鱼类是变温动物，较难确定其淋巴细胞的最佳培 





培养时(表 2，SI=0．425)，次大值出现在 25℃培养 
时(表 3，SI=0．401)，但 4个温度对鳗鲡淋巴细胞 
转化的影响总体差异不显著(P<0．05)，原因可能 
由于各因素间显著的交互效应引起。 
就培养时间而言，哺乳动物和禽类 T细胞被 T 
细胞受体(TCR)复合物(如 nA)刺激后，其有丝 
分裂活性可在体外培养后 48～72 h检测到[H]，因 
而国内外学者在用 MTT法做哺乳动物和禽类的淋 
巴细胞转化试验时常用 48～72 h培养[4,12 J。易道 
生Ll J探讨了鸡淋巴细胞 48 h和 72 h培养对 OD值 
的影响并进行了比较，发现后者显著优于前者。郭 
松林_6 J对鸭淋巴细胞 56 h和 66 h培养后亦发现后 
者优于前者。本实验在上述研究基础上设计 了 




时间较长。总体而言，培养 66 h后的淋巴细胞转化 








10~g／mL，Khinakar等_5 J采用 32~g／mL，乔彦 良 
等[13]采 用 45 g／mL。有 研 究[ ]认 为，低 剂 量 
ConA(2．5～10 g／mL)可得到较好的转化效果，当 
ConA质量浓度达 20~g／mL以上时将出现负效应。 
对于鱼类 ，Fujiwara等["j研究发现，在 ConA质量浓 





和 30~g／mL 3个浓度梯度进行研究。结果表明， 
ConA对淋巴细胞的刺激受温度、培养时间和鳗鲡 
血清交互作用的显著(P<0．05)影响，但 SI最大值 





用质量分数为 5％～10％[ ， ， 一 ，而鱼类淋巴细 
胞培养时小牛血清质量分数通常为 10％[ ，加]。有 






极显 著 (P<0．01)影响，但 尚未达 到 DeKoning 
等_l U1 J研究的数十倍效应，考虑到其试验是在虹鳟 
和鲑中进行的，故可能由种属差异引起。有人认为 
添加同源血清可为淋 巴细胞的转化提供活性 因 
子_l ，其机理尚有待进一步研究。 
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Optimum conditions of lymphocyte proliferation of European eel 
GUO Song-lin ' ，GUAN Rui—zhang ．一，FENG Jian—jun ， ， 
(1．Aquaculture Colege of Jimei University，Xiamen 361021，China；2．Institute of Hydrobiology Chinese derny 0f Sciel1ces
， 
Wuhan 430072，China；3．Graduate school of Chinese Academy of sciences，Beijing 100039，China) 
Abstract：One of experiments to indicate the immune status of the fish is the in vitro cuhure of lympho— 
cytes and mitogen which wil cause series changes of metabolizability and morphology of the lymphocytes 
and then induce the lymphocytes transforming to the lymphoblasts
． This experiment of lymphoc yte prolife卜 
ation can  be used as an index of cel immunology level and has been used for determ ining T cels mediated 
immunology．Many researches on mammal and avian indicated that culture temperature
，culture time，con— 
centration of animal serum_and ConA had significant effects on lymphocyte proliferation in vitro cuhure
． but 
few studies on the suitable condition for the fish lymphocyte proliferation were reported
． To study the opti— 
mUlTI condition of the lym phocyte proliferation，we isolated the peripheral blood lym phocyte of European eel 
(Anguilla anguila)and incubated it in the RPMI 1640 medium (containing 10％ fetal bovine serum． 
FBS)under the different temperature，cultured time，eel serum and ConA concentrations．We exDect the re— 
suits 6f this study would provide an effective method for peripheral blood lym phocyte proliferation of eel and 
other fish，and an impo rtant reference for the further studies on the cel—mediated immunology of fish
． 【n the 
experiment，European eel(150—200 g)obtained from Tongan Farm of Xiamen in China were cultured in 
aquaria supplied with aerated water in dark environment at room temperature
．The fish were fed with com— 
mercial pelete feed twice a day．Prior to the experiments the fish were acclimatized at 25℃ for aminimum 
of four weeks．W hen preparing blood lym phocyte，5 mL blood aseptically released from eel caudal sinus with 
a syringe containing 0．5 mL heparin sodium ．The blood samples were diluted with 5 mL RPM I一1640 medi— 
urn containing 10％ FBS，adding isometric lym phocytes separation medium (FiCo儿1．077．The Second 
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Reagent Factory of Shanghai)，then，isolated by leucocytes for 20 rain at centrifugation of 3 000 g．Colecting 
the intedace of the centrifuged medium which consisted of over 90％ lymphocytes，then washing twice with 
RPM I1640．The viability of the cells was determined by the trypan blue exclusion test and quantified by a 
haemocytometer．The cel suspension was then adjusted to 1×10 cels·mL_。．To culturing lymphocytes， 
the temperature was from 15℃ to 30℃ ，and the incubation time was from 42 h to 90 h；the eel scriM13 con— 
centration was from 5％ to 15％ ．and the Co nA concentration was from 0／~g／mL to 30／~g／mL．At the four 
incubation temperatures (15℃ ，20℃ ，25℃ ，30℃ )，each was designed with three incubation periods 
(42 h，66 h，and 90 h)，four eel serum concentrations(0％，5％，10％，15％)and four ConA concentrations 
(0／~g／mL，10／~g／mL，20／~g／mL，30／~g／mL)．Then 48 culture mediums with different combinations of in— 
cubation time．eel serum and ConA concentration were made．The results of anova analysis of four factors in— 
dicated that only eel serum concentration had significant(P<0．0 1)influence on the lymphocyte prolifera— 
tion rate．Simultaneously，there were significant(P<0．05)interaction efects between the three factors of 
incubation temperature．incubation time and el serum concentration．Some researchers found out 10％ 
serum of brook trout(Salvelinusfontinalis)could increase 30 to 100 times of OD value in lym phocyte pro— 
liferation．but the OD value can never doubled when eel serum concentration was increased from 5％ to 
15％．In general，the temperature of lym phocyte proliferation of mammals is 37℃ ，and avian lym phocytes 
cultured in vitrio is over 39℃ ．Optimum temperature of fish lym phocytes cultured in vitro was hard to as— 
certain because fish are allotherms．The results of our study found out the best temperature for lym phocyte 
proliferation was 20℃ ．In addition，effect of ConA concentration was significantly influenced by other three 
factors，but 10／~g／mL was the best．To sum up，the optimum  stimulation index of the experiment can be  ac— 
quired after 90 h under the condition of 20．0℃ ，RPMI 1640 medium  containing 10／~g／mL ConA and 10％ 
eel serum．The results in this experiment acquired optimum conditions for cell—mediated immunity study of 
European eel(Anguilla anguilla)and provided an important reference for the further studies on the cell— 
mediated immunology of fish．[Journal of Fishery Sciences of China，2007，14(3)：403—411] 
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